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染色 体 与 典型 涡 革 毛虫 染色 体 的 比较 研究 ” 
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(中 国 科学 院 蕴 明 动 物 研 究 所 细胞 与 分 子 进 化 开放 赋 究 实验 室 ”昆明 650223: 


A 摘要 RNE SEREF DTE Prts AK 
Hp COxyrrhis marina) 的 细胞 生物 学 和 生物 化 学 上 作 了 一 系列 的 研究 ， 本 文 所 报道 的 是 这 些 
工作 中 的 一 部 分 。 

fA FR sh (Oxyrrhis marina) KARR REKNAR RRR AEEY ENR RA 
形象 的 影响 作 了 观察 ， 并 与 人 上 肠 道 细菌 的 类 核 体 、 典 型 涡 艇 毛虫 原 甲 藻 (Prorocentrum 
micans) WE BIR (Euglena sp.) Wok AGREE ARTE TEER. ESR, SRO Ree 
的 精细 形象 受 固定 方法 的 影响 极 大 、 反 之 ， 不 同 的 固定 方法 对 于 服 虫 染色 体 的 精细 形象 则 看 
不 出 有 任何 显著 的 影响 。 至 于 典型 注入 毛虫 类 的 染色 体 ， 单 用 OsO, dH UE -8E-OsO, MA 
HEA, MARANA ARERR, PMAmp SERIE NEED, HSB 
HAT HABER. TEX 77 Titi 2 I8 d Br He (6 £e RARE HA RAR, Jide 
色 体 的 精细 形象 本 身 也 与 有 眼 虫 类 的 染色 体 较 为 相似 ， 而 与 一 般 高 粮 毛 虫 类 的 大 不 相同 。 

本 工作 所 得 到 的 结果 与 以 前 我 们 在 不 同方 面 所 得 到 的 结果 一 致 。 研 究 结果 全 都 表明 ， 央 
尾 虫 与 典型 涡 先 毛虫 有 着 一 系列 重大 的 差异 、 实 际 上 代表 着 一 个 介 于 一 般 迷 毛虫 类 与 监 型 涡 
锻 毛 虫 类 之 间 的 特殊 类群;， 因此 建议 在 原生 生物 中 设立 一 个 新 的 门 一 一 央 尾 虫 门 (Phylum 
OxyrrhineaY。 这 一 主张 正好 与 90 年 代 国 际 上 对 尖 尾 虫 与 大 量 的 说 徐 毛虫 所 作 的 分 子 进化 研究 
结果 (Lenaers 等 ，1991) Ame 


KEA 尖 尾 虫 ， 调 办 毛虫 ， 染 色 体 ， 不 同 固定 方法 的 误 果 ，。 央 尾 虫 门 


BEERA OPAD 的 细胞 核 ， 由 于 其 中 所 含 的 染色 体 非 常 相似 于 细菌 的 类 核 体 《所 
核 ;， 因 而 可 帘 为 原始 性 细胞 核 的 一 种 模型 。 其 有 丝 分 裂 也 极其 特殊 (KuBai 等 ，1969) 
不 仅 不 同 于 多 细胞 动 植物 的 典型 有 丝 分 裂 ， 而 且 与 任何 其 它 原生 生物 的 有 丝 分 裂 类 型 都 不 
相同 。 

尖 尾 虫 是 一 种 特殊 的 涡 凡 毛 虫 ， 在 藻类 学 中 它 被 认为 属于 甲 藻 门 ， 横 裂 甲 藻 纲 ， 多 和 甲 
BH. RP REA, IRR Ob Fh Corliss 把 原生 生物 划 为 18 大 类 群 、45 门 ; He 
EWA LS PR CR) D] CPeridinez). 与 合 沟 虫 门 (Syndinea)， 而 尖 尾 虫 则 被 划 归 
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允 甲 虫 门 《Corliss. 1984)}。 但 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研 究 所 进化 细胞 生物 学 实验 室 与 上 海 
细胞 所 的 一 些 同志 多 年 的 工作 表明 ， 尖 尾 虫 在 一 系列 重要 的 细胞 生物 学 与 分 子 生物 学 特性 
上 都 与 一 般 的 涡 引 毛虫 类 有 根本 的 差异 [有 经 分 裂 方 式 (Gao 等 ，1986): WER E EMA 
i439, AARON RARE (EARS, 1978. 1979; PRS, 1978; 文 建 几 
等 ， 待 发 表 ); 在 经 热 三 毛 酷 酸 处 理 以 除去 DNA Bb, KREAHDASR-RAME HE 
的 染色 体 那 样 整个 被 溶 去 《李靖 炎 等 ，1978，1979)， RAR PEA — BU WECE d BT 
没有 的 类 似 于 枝 小 体 的 结构 〈Fan 等 ，1981; 高 小 平 ， 未 发 表 ) | 渴 鞠 毛虫 类 普遍 有 一 
种 奇特 的 分 子 生 物 学 特征 ， 即 其 核 DNA 中 含有 相当 多量 的 一 种 极其 特 萄 的 碱 基 一 羟 甲 
HEERE, GAER T AREER 12% 一 17% (Rizzo, 1987》， 而 上 海 细胞 所 的 张 志 
新 发 现 尖 尾 虫 的 DNA 中 并 无 此 种 碱 基 。 尖 尾 虫 与 一 般 滴 鞭毛 虫 之 间 的 差异 显然 远 远 地 大 
于 横 裂 和 纵 裂 的 两 大 类 涡 蒜 毛虫 之 间 的 差异 。 为 此 ， 我 们 以 前 就 提出 了 类 尾 虫 代表 着 一 个 
独立 的 亚 门 或 门 的 见解 (Li, 1990)。 

本 工作 是 上 述 有 关 尖 尾 虫 研究 的 继续 。 研 究 表 明 ， 尖 尾 虫 的 染色 体 不 仅 在 亚 显 微 构 造 
上 产 然 不 同 于 一 般 的 涡 焰 毛虫 类 的 染色 体 ， 而 且 其 精细 形象 并 不 会 因为 国定 方法 的 不 同 而 
有 明显 的 改变 。 在 这 两 方面 它 都 与 眼 虫 类 的 致密 染色 体 相 类 似 。 


1 材料 与 方法 


尖 尾 虫 与 典型 涡 共 毛虫 一 一 闪光 双 甲 蒙 〈 原 甲 蔬 Prorocentrum micans) 都 是 本 实验 
SKA ZEA. IR (Euglena sp.) 自 野 外 采 得 。 人 肠 道 细菌 未 定 种 。 除 了 上 述 种 类 
外 还 用 小 鼠 胸 腺 作对 比 。 

固定 方法 主要 有 3 Fh AARO EAE GARE, 0.2 mol/L PBS, pH7.0, Sia 
下 固定 lh 固定 尖 尾 虫 时 加 入 1 mol/L 功 糖 以 平衡 渗透 压 )， 单 缉 锻 酸 固定 (1.5% 狐 
酸 ，0.05 mol/L 二 甲 砷 酸 钠 缓 神 液 ，pH7.0， 宝 温 下 固定 1 hos ROB-BRRA. 
固定 细菌 还 用 了 “*R-K PEU, BB Ryter 和 Kellenberger W9 Pr if “teat HR”? (Ryter 等 ， 
1958). r 

Epon 812 BH, MMOH, FERRARA, H-300 透射 电镜 观察 。 


2 观察 结果 与 讨论 


作为 对 照 的 人 肠 道 细菌 的 类 核 体 的 精细 形态 ， 与 文献 上 有 关 的 报道 相符 ， 会 固 固定 方 
法 的 不 同 而 有 很 大 的 差异 。 戊 二 醛 固 定 所 得 的 结果 很 不 理想 ， 染 色 质 剧烈 收缩 ， 从 而 出 现 
许多 空白 区 域 { 图 版 IT[，1)?。 雏 酸 固定 所 得 的 则 有 些 不 同 ， 类 棱 体 呈现 为 在 空白 区 域 中 存 
在 的 染色 质 网 {图 版 1:， 2)。“R-K PR SRR EPA ERI, (BRAY 
网 索 显得 更 细 (HRI: 3. 染色 质 网 索 景 细 ， 分 布 也 最 为 均匀 的 是 先 用 成 二 醋 固 定 ， 再 
用 “RR-K 法 ?做 后 固定 所 得 的 形象 〈 图 版 I ，4)。 人 常规 的 戊 二 醛 加 铁 酸 观 固定 所 得 的 结果 
完全 是 不 同 的 ， 类 核 体 呈现 为 由 致密 的 染色 质 粗 索 所 纽 结 成 的 结构 《图 版 1: 5)。 

作为 另 一 种 对 照 的 眼 虫 细胞 核 中 的 致密 染色 体 ， 经 不 同 的 方法 固定 后 ， 其 精细 形象 彼 
此 没有 什么 不 同 {图 版 :6 一 8)。 小 鼠 胸 腺 细胞 核 中 的 异 染 色 质 也 同样 如 此 。 

闪光 双 甲 藻 作 为 一 种 典型 的 涡 六 毛虫， 在 用 狐 酸 固定 后 ， 或 在 用 成 二 荆 - 狐 酸 双 固定 
后 ， 共 染色 体 的 亚 显 微 结 构 中 都 显现 了 为 涡 共 毛 虫 染色 体 所 特有 的 模 带 样 精细 形象 (图 版 
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I: 10，11)， 与 文献 上 有 关 报 道 完全 相符 。 但 是 如 果 单 纯 只 用 戊 二 醛 固 定 ， 则 造成 染色 
质 剧烈 收缩 ， 形 成 了 一 些 不 规则 的 横 走 的 粗 索 ， 其 间 则 为 由 收缩 而 造成 的 空白 ， 根 本 看 不 
到 涡 站 毛虫 染色 体 所 特有 的 精细 结构 图 版 开 ，9)。 

闪光 双 甲 藻 染 色 体 的 直径 大 体 是 一 致 的 。 尖 尾 虫 的 染色 体 则 不 然 ， 既 然 在 同一 个 核 
中 ， 不 同 的 染色 体 彼 此 间 也 有 很 大 的 差别 。 其 断面 的 辊 廊 也 很 不 规则 ， 从 而 与 闪光 双 甲 北 
的 有 明显 的 区 别 。 内 部 结构 的 区 别 则 更 大 ， 用 任何 方法 固定 ， 在 尖 尾 虫 的 染色 体 中 也 不 会 
出 现 渴 琅 毛虫 染色 体 所 特有 的 规则 性 的 横 带 样 结 构 (图 版 开 ，12 一 14)。 而 且 无 论 用 哪 一 
种 固定 方法 ， 其 染色 体内 部 的 亚 显 微 形 象 都 没有 什么 不 同 。 即 使 只 用 成 二 醛 固 定 ， 其 染色 
体 也 不 会 发 生 收 缩 从 而 造成 空白 区 。 所 有 这 几 点 全 部 都 与 典型 涡 著 毛虫 染色 体 大 不 相同 。 

从 上 述 的 观察 结果 可 以 看 出 ， 细 菌 类 核 体 的 亚 显 微 形象 是 最 易 变 的 ， 会 因 固 定 方 法 的 
不 同 而 有 显著 的 差异 。 典 型 痪 苹 毛 虫 的 染色 体 在 只 用 成 二 醛 固 定时 ， 染 色 质 也 像 细菌 的 类 
核 体 一 样 会 发 生 剧 烈 的 收缩 ， 从 而 造成 恶劣 的 亚 显 微 形象 。 尖 尾 虫 的 染色 体 则 完全 不 然 ， 
并 不 因 固 定 方法 的 不 同 而 在 精细 形象 上 出 现 显 著 的 差异 。 即 使 只 用 成 二 醛 固 定 ， 其 染色 质 
也 不 会 发 生 收 缩 从 而 造成 空白 区 域 。 这 表现 出 了 跟 眼 虫 的 致密 染色 体 及 高 等 生物 的 异 染色 
质 一 样 的 固定 特性 。 这 显然 与 其 染色 体 中 含有 相当 多 的 染色 体 碱 性 蛋白 有 关 (MARS, 
1978)。 而 在 典型 涡 匡 毛虫 的 染色 体 中 大 性 蛋白 含量 极 少 (Rizo 等 ，1973)。 此 外 ， 这 也 
可 能 与 尖 尾 虫 的 染色 质 具 有 类 似 核 小 体 的 结构 (Fan 等 ，1981) 有 有关。 在 典型 涡 鞭 毛虫 的 
染色 质 中 ， 记 今 尚未 发 现 有 核 小 体 或 类 核 小 体 结 构 存在 。 


Xi 腿 虫 类 、 典 型 涡 牙 毛虫 类 与 尖峰 虫 的 特性 比较 
Tab.1 The comparisons on the characteristics of euglenoids, typical dinoflagellates and Oxprriis 


[| ES - Lr EX Ug d 
无 有 无 
See PERA (Dodge, 1973) tKuBal Æ., 1969) (Gao €, 1986) 
Sef ARE OH S HABA 1 或 2 种 碱 性 非 组 绰 白 5 种 碱 性 蛋白 
BAER (Bre Æ, 1980) (Rizzo $$, 74a, b) (ILS, RH) 
Heft Us VE NC A Histone: DNA = | 0.02—0.08 0.5° 
5 DNA 之 比 (Bre 3, 1980) (Rizzo 3. 1973) (fj i, 1978) 
au RBA AME 无 有 (Fan 等 ，1931; 
核 小 体 结构 (Haapala 等 ，1975) (Rizzo 等 ，1930) 1981; 高 小 平 , RRR) 
DNA $F 35 p "mg 无 有 (Rizzo，1937) 无 (张志新 , TRH) 
BIA E£ 2I BOB OA PUR EE HI 
细胞 分 裂 形 式 (Gillort 等 ，]1976) (KuBai 等 ，1969) (Gao 等 ，1986) 
AERE ER S96, Wette ik PR AF TE 染色 体 溶 去 he 2 ASR FEE 
90T 15 min) 后 (李靖 炎 等 , 1978) (李靖 江 等 ，]979) (EMR, 1978) 


* JGR nee, EETA F 0.5, 


Ad LES £E3R XC E— 25 Beo T 2n) d 5s RARE HSA ELA AE BU. BAR LA 
SER SHHMERRM SASH, [Bon BER REZERET- TESRCTSC UR SEES AAE EA 
SOBA tdi SEC ADACER, Z2 d 5S SEE EE-E, d TEX 77 DEAR RAE Bl. LA 
抗 人 着 丝 粒 蛋白 B 的 单 抗 mACA-2[ÍERPkBI, RAHA, FEHRSRA—-K, A 
80. 120 与 160 kD 的 3 条 阳性 带 ， 而 典型 涡 粮 毛虫 却 只 有 80 与 120 kD 的 两 条 带 (现存 
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最 原始 的 真 核 生物 贾 第 虫 (Giardia) 则 只 有 其 中 的 80 kD 1 条)。 以 抗 CHO 细胞 的 动 粒 
蛋白 的 单 抗 mAb37A5 (FSS RA. RE BER TA Bh. RAS tes Se 
有 的 45 与 120 kD 两 条 阳性 蛋白 带 之 外 ， 还 具有 它们 没有 的 50 kD 带 ， 而 最 原始 的 真 核 
生物 贾 第 虫 与 3 类 不 同 的 原 细 菌 全 都 如 此 ( 吴 传 芬 等 ，1996)。 

从 细胞 生物 学 与 分 子 生 物 学 的 重大 特性 来 看 ， 如 果 把 涡 蒜 毛虫 类 视 为 一 个 门 ， 则 这 个 
门 首先 应 分 为 尖 尾 虫 GE) 亚 门 涡 莫 毛虫 亚 门 ， 后 者 再 进一步 分 为 合 沟 虫 超 纲 与 涡 束 毛虫 
超 纲 ， 后 一 超 纲 又 再 分 为 纵 裂 涡 线 毛虫 纲 和 横 裂 涡 闽 毛虫 纲 。 但 如 果 鞠 同 Corliss(1984) 的 
看 法 ， 把 涡 蒜 毛虫 类 视 为 一 个 大 类 群 《 超 界 )， 则 尖 尾 虫 应 代表 着 一 个 独立 的 门 一 一 尖 尾 
mf] (Oxyrrhinea); 而 合 沟 虫 € Syndinton) 所 代表 的 却 只 应 是 多 甲虫 ( 蔬 ) 
(Peridineay 门 中 的 一 个 亚 门 ， 而 不 应 该 被 视 为 一 个 独立 的 门 ， 因 为 从 合 询 虫 的 有 丝 分 裂 
方式 (Ris 等 ，1974) 来 看 ， 它 与 一 般 涡 纱 毛虫 类 的 有 经 分 裂 方式 Cdinomitosis). AAA 
显 的 联系 。 尖 尾 虫 的 有 丝 分 裂 方 式 (Gao 等 ，1986) 与 合 沟 虫 的 及 一 般 涡 灶 毛虫 的 有 经 
分 裂 方式 都 相距 甚 远 ， 与 变形 虫 等 话 多 原生 生物 的 核 内 有 丝 分 裂 倒是 有 着 明显 的 联系 。 

上 述 的 看 法 距 潍 类 学 家 传统 的 看 法 ， 例 如 Taylor(1980) 的 看 法 相距 颇 远 ， 但 是 却 符合 
Loeblich (1984) 关于 涡 革 毛虫 类 的 进化 的 看 法 。 Loeblich 在 此 文中 引证 了 我 们 与 上 海 细 
胞 所 的 同志 们 的 许多 研究 结果 。 应 该 指出， 我 们 的 上 弟 看 法 也 完全 符合 于 近年 来 Lenares 
(1991) 用 20 PRR ME AD 24S TRNA AEM OTHER. RMR, REE 
Be DA RR rh AE HH fa] > BE EA SES — 30. LUE A EE RR SRA BK 
Hi) £r. 


图 版 .说 明 


图 版 TlPlate I? 
. Alei eRe. ROBE <Nuclevid of the excrement bacterium. fixed with glutaraldehyde, Nu: nucleoid?) 
» 40 000 
AREARE, BRAE (Nucleold of the excrement bacterium, fixed with OsO4?.— « 40 000 
A Jib id RR. R-KHE" ALE (Nucleoid of the excrement bacterium, fixed with^R—K standard method”) x 
40 000 
大 肠 道 细菌 类 核 体 ， 戊 二 醛 名 "及 -K 法 "固定 (Nucleoid of the excrement bacterium, fixed with both glutaralden— 
hyde and *R-K standard method" ) - 40 000 
ADEME, ROB ARRMEE | Nucleoid of the excrement bacterium, fixed with glutaraldehyde-OsO,) 
x40 000 
Bde RR. ROBE (Chromosomes of Euglena sp., fixed with glutaraldehyde) » 30 000 
BB ef, ERARIEDGE (Chromosomes of Euglena sp., fixed with OsO,) x 30 000 
ae, A REAR (Chromosomes of Euglena sp., fixed with glutaraldehyde-OsO,) <30 000 
RWAN SEA fk, ORR «Chromosomes of Prorocentrum micans, fixed with glutaraldehyde) x 30 000 
0. FASE ee, ARE (Chromosomes of P. micans, fixed with OsO,) x30 000 
l. AERP RRA, ROAR MEE (Chromosomes of P. micans, fixed with glutaraldehyde—OsO,) 
x 30 000 
12. dE tk. ROBE (Chromosomes of O. marina, fixed with glutaraldehyde? x 38 000 
13. 类 图 虫 染 色 体 ， 锻 柄 固定 (Chromosomes of O. marina, fixed with OsO,} x24 000 
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THE COMPARATIVE STUDY ON THE CHROMOSOMES OF Oxyrrhis 
marina AND TYPICAL DINOFLAGELLATE PAYING SPECIAL 
ATTENTION TO THE SYSTEMATIC POSITION OF THIS 
ORGANISM 


Zhang Chaoying Zeng Congmei" Li Jingyan* ' 
(Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming fnstitute of Zoology. the Chinese Academy of Sciences, 


Kunming 650223) 
Abstract t 


Our laboratory and Shanghai Institute of Cell Biology have done a series of works on 
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the cell biology and biochemistry of special dimoflagellate, Oxyrrhis marina for many years. 
The present work is one amony them. 

The fine features of the constantly condensed chromosomes of the special dinoflagellate 
Oxyrrhis marina and the effects of different fixations on the fine featrues were observed and 
compared with those of the nucleoid of a species of human excrement bacteria, and of the 
constantly condensed chromosomes of a typical dinoflagellate Prorocentrum micans and a 
flagellate Euglena sp.. 

Materials were fixed with glutaraldehyde (3%. pH7.0), OsO, (1.5%, pH7.0), and 
Blutaraldehyde-OsO,, respectively. The bacteria were also fixed with Ryter and 
Kellenberger's so-called “standard method”. Ultrathin sections were made and stained with 
uranyl salt routinedly. 

The fine features of the bacterial nucleoid varied greatly depending upon the fixation 
methodes used (Figs. 1—5). On the contrary, the features of the condensed chromosomes of 
Euglena sp. showed no evident changes when different fixation methods were used (Figs. 
6-8). As for the condensed chromosomes of typical dinoflagellate, P. micans, both 
OsO, fixation and glutaraldehyde-OsO, fixation gave the typical banding features of 
dinoflagllate chromosomes (Figs. 10 and 11), while glutaraldehyde fixation resulted in quite 
different features (Fig.9). Being quite different from the condensed chromosomes of common 
dinoflagellates, the condensed chromosomes of the special dinoflagellate, Oxyrrhis marina, 
showed fine features somewhat similar to those of the Euglena chromosomes. Different 
fixation methods did not give evident changes on the fine features of Oxyrrhis chromosomes 
either(Figs. 12-14). ` , 

In this respect, O. marina chromosomes were similar to the condensed chromosomes of 
Euglena and distinct from those of other dinoflagellates. 

Lots of evidences in cell biology and molecular biology, that have been accumulated, in- 
dicated that Oxyrrhis is quite different from other dinoflagellates, but similar and closer to 
other flagellates. Oxyrrhis chromosomes are not dissolved when DNA: is removed; Oxyrrhis 
DNA does not contain hydroxymethyl uracil; Oxyrrhis chromatin contains histone- related 
protein and nucleosome-like particles; its nucleus divides by means of a special endomitosis, 
which is very different from the dinomitosis of typical dinoflagellates. The present work pro- 
vides the differece in a new respect. 

All these facts indicate that Oxyrrhis represents a special group of flagelles which link 
the common flagellates with dinoflagellates. A new phylum, Phylum Oxyrrhinea, is suggested. 
This idea tallies with the result of the molecular evolution study of 248 rRNAs of Oxyrrhis 
and verious dinoflagellates (Lenares et al.. 1991). 

Key words Oxyrrhis marina, Dinoflagellates, Chromosme, Effects of different fixation 


methods, Phylum Oxyrrhinea 
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